Summary

The tumor microenvironment (TME) plays a critical role in glioblastoma
(GBM) progression and therapy resistance. The immune composition of the TME
and the interactions among immune cells in genetically engineered glioma
models remain poorly characterized. Using single-cell RNA sequencing (SCRNA-
seq) with a panel of antibodies (CITE-seq) and Visium Spatial Transcriptomics, |
performed a comprehensive analysis of the immune cell composition in GL261
gliomas, focusing on functional phenotypes of myeloid cells, T cells, and NK cells,
in order to create the best to date description of TME in the most popular high-
grade glioma (HGG) model. Building on prior work, | redefined macrophages into
four functionally distinct states, demonstrating that higher cluster counts in earlier
studies arise from over-clustering and reduce translational relevance, while
expanding phenotypic characterization to include metabolic and spatial
dynamics.

In the lymphoid compartment, | identified all major T cell populations and
determined their distribution and ratios, consistent with the GL261 glioma
moderate immunogenicity. NK cells exhibited a glioma-associated phenotype
with reduced cytotoxicity and increased expression of tumor-promoting factors.
Ligand-receptor analyses highlighted the immunosuppressive interactions
between macrophages and lymphoid cells, further emphasizing the role of
myeloid cells in T cell suppression.

To study the effects of the IDH1 R132H mutation on the immune TME, |
employed CITE-seq and Spatial Transcriptomics in genetically defined mouse
models. 2-hydroxyglutarate (2-HG), metabolite produced by cells with IDH1
mutation, suppressed T cell proliferation, metabolic activity, and oxidative
phosphorylation while impairing myeloid antigen presentation and T cell
recruitment. These findings underscore the complex interplay between glioma-
associated factors and the immune microenvironment, offering new insights into
tumor progression and potential therapeutic targets.

This study advances our understanding of glioma TME heterogeneity,
particularly in GL261 and IDH1-mutant HGG models, providing a robust

framework for translational research and therapeutic development.



Streszczenie

Mikrosrodowisko guza (tumor microenvironment, TME) odgrywa
kluczowg role w progresji glejaka wielopostaciowego (GBM) i opornosci na
terapie. Sktad komorek odpornosciowych w TME i interakcje miedzy réznymi
komdrkami odpornosciowymi w genetycznie zdefiniowanych modelach glejaka
nie zostaty okreslone. Wykorzystujgc sekwencjonowanie RNA na poziomie
pojedynczych komorek (scRNA-seq) z panelem przeciwciat (CITE-seq) oraz
transkryptomike przestrzenng Visium (10X Genomics), przeprowadzitem
kompleksowg analize komoérek odpornosciowych w mikroSrodowisku glejaka
GL261, skupiajgc sie na charakterystyce komorek mieloidalnych, limfocytéw T
oraz komorek NK, w celu stworzenia najbardziej doktadnego dotychczas opisu
TME w najbardziej popularnym modelu glejaka o wysokiej ztosliwosci (high grade
glioma, HGG). Bazujac na wynikach wczesniejszych badan, udoskonalitem
klasyfikacje funkcjonalnych podtypéw makrofagdéw, wyrézniajgc cztery odrebne
stany, jednoczesnie rozszerzajgc charakterystyke fenotypowg o dynamike
metaboliczng i przestrzenng. Wykazatem, ze wieksza liczba podtypow
proponowana w innych pracach wynika z nadmiernej klasteryzacji i ogranicza
przydatnosc translacyjna.

W obrebie komodrek limfoidalnych zidentyfikowatem gtéwne populacje
limfocytow T, okreslajgc ich rozktad i proporcje, co potwierdzito umiarkowang
immunogenno$¢ komorek glejaka GL261. Komodrki NK wykazywaty fenotyp
zwigzany z glejakiem, charakteryzujgcy sie obnizong cytotoksycznoscig i
zwiekszong ekspresjg czynnikbw promujgcych rozwoj guza. Analiza interakcji
ligand-receptor uwydatnita immunosupresyjng role makrofagbw w supresji
limfocytow T.

Aby zbadaé wptyw czesto wystepujgcej w HGG mutacji IDH1 R132H na
mikrosrodowisko, przeprowadzitem analize danych CITE-seq z komérek CD45+
sortowanych z guzow i z transkryptomiki przestrzennej Visium w modelach
ztosliwych glejakébw u myszy. 2-hydroksyglutaran (2-HG), metabolit
produkowany przez komérki z mutacjg IDH1, redukowat proliferacje limfocytow
T, aktywnos¢ metaboliczng i fosforylacje oksydacyjng, jednoczesnie
uposledzajgc prezentacje antygenow przez komorki mieloidalne oraz rekrutacje

limfocytow T. Uzyskane wyniki podkreslajg ztozone interakcje czynnikow
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produkowanych przez komorki glejaka z komérkami odpornosciowymi w
mikrosrodowisku guza, dostarczajgc nowych informacji o mechanizmach
progresji guza, deficytach obrony przeciwnowotworowej i potencjalnych celach
terapeutycznych.

Wyniki prezentowanych badan poszerzajg wiedze na temat dynamiki
odpowiedzi przeciwnowotworowej w TME w glejakach GL261 i glejakach ze
zmutowanym IDH1, dostarczajgc solidnych podstaw do badan translacyjnych i

rozwoju nowych terapii.



